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ある L7Ae とそれに結合する RNA である C/D box を使用した。まず、L7Ae-C/D box RNP
モジュールの X 線結晶構造から、結合に関与していると推定される L7Ae の特定のア
ミノ酸残基をアラニンに置換することにより C/D box との結合を弱めた L7Ae 変異体
を作製した。次に、この L7Ae 変異体に対して試験管内進化法を行い、L7Ae 変異体が
C/D boxよりも強く結合するRNAアプタマーを取得した。得られたL7Ae変異体とRNA
アプタマー間の結合力は、L7Ae と C/D box 間の結合力と同程度であり、RNA アプタ
マーは L7Ae 変異体だけでなく L7Ae にも強く結合した。同 RNA アプタマー配列を
mRNA に挿入して L7Ae 変異体に応答して翻訳が抑制される翻訳制御スイッチを作製
し、HeLa 細胞内で設計通りに新スイッチが機能することを明らかにした。さらにこの
スイッチは、天然の L7Ae によっても機能することを確認し、L7Ae 変異体と L7Ae の
どちらか一方が存在すると翻訳が抑制される性質を持つ NOR ゲートが形成できるこ






































































かにされた 15-17。この RNA 分子は、代謝関連遺伝子の mRNA の 5’ UTR（5' 非翻訳領
域）に、特定の代謝産物に結合する RNA 配列が組み込まれた mRNA である。代謝産物









mRNA の 3’ UTR の特定領域に hnRNP L（イントロンスプライシング因子）または GAIT 
complex（翻訳制御因子）が結合することによって、低酸素状態と IFN-γによる刺激に
応答し、VEGFA mRNA（血管内皮増殖因子-A をコードする mRNA）の翻訳を制御する。 
これらの天然のリボスイッチに対し、合成生物学では細胞の機能を人工的に制御する




ッチである 21, 22。テオフィリンはカフェイン類似体であるが、その結合 RNA 配列が既
に取得されていたことから 23、人工リボスイッチの構築に利用された。この RNA 配列
を mRNA に組み込むことで、テオフィリン結合特異的な翻訳の抑制または活性化が可
能となった。これらのリボスイッチは大腸菌などの原核生物で機能し、テオフィリンの
結合によってリボソーム結合配列（Ribosome Binding Site（RBS）または Shine Dalgarno
（SD）配列）とその周辺部位の分子内二本鎖化または一本鎖化が誘導され、リボソー
ムへの結合力が変化することによって翻訳を制御している。また、自己切断リボザイム












ムやスプライソソームなどに存在している 30-34。そのうちの一つである L7Ae-C/D box 
RNP モジュール 35を使用した。L7Ae は熱安定性の高い構造を取る古細菌由来のリボソ
ームタンパク質であり、kink-turn（K-turn）と呼ばれる RNA の折れ曲がり構造や K-loop
と呼ばれるループ構造に特異的に結合する 36-38。K-turn 構造は 30 塩基以下の RNA 配列
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で形成することが確認されており 39、その一つである C/D box と L7Ae の解離定数は数
nM である 28。このように結合力が強く、結合配列が比較的短いことから、L7Ae-C/D box 
RNP モジュールは翻訳制御スイッチの作製に適格であると考え、C/D box を 5’ UTR ま
たは開始コドン直後に挿入した mRNA を作製し、L7Ae 結合特異的に翻訳が抑制される
ことを確認した。その他の翻訳制御スイッチ作製の例として、バクテリオファージ由来
のタンパク質である MS2 や、スプライソソームの構成因子の一つであるヒト由来の







 試験管内進化法は、ランダム配列を含む RNA やタンパク質などの分子集団（プール）
から、特定の活性を持つ分子を選択する実験手法であり、SELEX（systematic evolution of 




































































2-1 人工 RNP モジュールの構築方法 
 
 既存の RNP モジュールの中には、X 線結晶構造解析され結合に関与するアミノ酸と
塩基を特定できるものが存在している。L7Ae-C/D box RNP モジュールもその一つであ
るので、その結晶構造により得られた情報から、特定のアミノ酸または塩基を変異する
ことで結合力や結合特異性を変化させることができる。この点に着目し L7Ae-C/D box 
RNP モジュールを改変して人工 RNP モジュールを作製することにした。まず C/D box
に対して結合力の弱い L7Ae 変異体を作製する（図 1 左）。K-turn への結合に必要なア
ミノ酸側鎖を欠いているそのような変異体は、他の多くの L7Ae 結合配列との結合力も
弱くなると考えた。次にその変異体に対してセレクションを行い C/D box よりも強く結
合するRNAアプタマーを取得する（図1中央）。最後にそのアプタマーを挿入したmRNA
を作製し、L7Ae 変異体に応答して翻訳が抑制されるかどうかを確認する（図 1 右）。 
 L7Ae と C/D box の X 線結晶構造から、C/D box と水素結合を形成していると推定さ
れるアミノ酸残基を特定し、その中から 37番目のリシン（K37）と 79番目のリシン（K79）
を選び、両方をアラニンに置換した変異体（L7KK と記す）を作製した（図 2）。K37 は
U3nと C4n（K-turn の各塩基の番号は参考論文 39に従って付けた）の両方と水素結合を形
成し、K79 は UL3と水素結合を形成すると推定されたので（図 2B）、この二つのリシン
をアラニンに置換することによって C/D box との結合力が弱められると考えた。 
 変異を入れることでどの程度 C/D box への結合力が低下するのかを調べるために、
Electrophoretic Mobility Shift Assay（EMSA）と表面プラズモン共鳴（SPR）法による結
合確認実験を行った（図 3）。EMSA では、L7KK と C/D box が結合していることを示す
シフトバンドを確認することはできなかった（図 3A）。SPR 法による相互作用解析では、
L7KK と C/D box の解離定数（Kd）は 128nM であることを確認した（図 3B）。L7Ae と
C/D box の解離定数（Kd）は 2.50nM であることから（図 3B）、アラニン置換によって
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C/D box との結合力が弱められたことが確認できた。 
 次に L7KK が C/D box 以外の K-turn または K-loop と結合するかどうかを調べるため
に、L7Ae に結合することが確認されている天然の K-turn（Kt-15、Kt-7、lysC、SAM Kt）
又は K-loop（H/ACA、sR8C’/D’）と L7KK の結合を EMSA で調べた（図 4）。L7Ae で
はこれら 6 種類の RNA への結合を確認できたが、L7KK ではそのような相互作用は確
認できなかった（図 4）。この実験から、アラニン置換によって様々な配列の K-turn ま
たは K-loop に結合するという L7Ae の特徴を L7KK は失っていることが確認できた。
したがって L7KK を標的としたセレクションを行い L7KK 結合 RNA アプタマーの取得
を試みることにした。 
 
2-2 L7KK を標的とした in vitro selection 
 
 30 塩基のランダム配列を含む RNA プールを作製し、セレクションを 14 ラウンド行
った（表 1）。磁性 Ni-NTA アガロースビーズにヒスチジンタグ融合 L7KK を結合させた
後、RNA プールと混合し、磁石を使用して L7KK 結合 RNA を分離した。9 ラウンドま
では RNA を RI ラベルし、RI カウントを測定することでセレクション後の RNA の回収
率を計算した。1 ラウンドでは回収率は 0.62%であったが、9 ラウンドでは 14.6%とな
った。7 ラウンドを行う前には L7KK は用いずに磁性ビーズと RNA プールを混合し、
磁性ビーズに結合する RNA を除いた。L7KK は RNA の 10 分の 1 の量で基本的にはセ
レクションを行ったので、1 分子の L7KK が 1 分子の RNA と結合すると仮定した場合、
その回収率の最大値は 10%である。したがって 9 ラウンドまでに回収率は飽和に達した




14 ラウンド後の RNA プールをクローニングし、配列解析を行い 38 クローンの配列
を得た（表 2）。ランダム配列部分が完全に一致するクローンは E6 と F3、F12 と G11、
G3 と G12、H2 と H7 の 4 組のみであったが、38 クローンの配列のうち、29 種の配列で
5’-G/A-AUGA-3’という共通配列が確認できた（表 2）。そのうち 9 種のクローン（D12、
G2、G6、G10、H1、H2、H5、H8、H10）と L7KK の結合を SPR 法で測定したところ、
Kd は 0.2 から 1.8 nM であった（図 5、表 3）。この結果から、C/D box との結合力と比
べて約 100倍の結合力を持つL7KK結合RNAアプタマーを取得したことが確認できた。





 L7KK への結合に必要な最小の配列を特定するために、K-turn、G-bulge loop、C-loop、
tandem GA loopの 4つのRNA構造を予測するためのソフトであるRMDetect60を用いて、
各アプタマーの二次構造を予測した（図 6）。9 種類のアプタマーのうち、D12、G2、
H2、H5、H8、H10 の 6 種類は共通配列の AUGA を含んだ領域で K-turn（K-turnAUGAと
表記する）構造を形成すると予測された（図 6）。この K-turnAUGA で L7KK と強く結合
しているかどうかを調べるために、D12、G2、H5 の 3 種類のアプタマーについて、特
定の配列を削除した 3 種類の RNA をそれぞれについて作製した（図 7）。D12-1、G2-1、
H5-1（①とする）は、5’末端と 3’末端のどちらか、又はその両方を削除した RNA。D12-2、
G2-2、H5-2（②とする）は①の K-turnAUGA 部位を削除した RNA。D12-3、G2-3、H5-3
（③とする）は①のループ部分を削除した RNAである。SPR法によって各 RNAと L7KK
との結合を測定すると、K-turnAUGA を含む①と③では結合が確認できたが、K-turnAUGA
を含まない②では結合が確認できなかった（図 8）。①と③の Kd はオリジナルのアプタ
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マー配列の Kd と同程度であった（表 4）。この結果から、K-turnAUGAが L7KK との結合
に必要な配列であることが示された。 
 次に K-turnAUGA と共通配列である AUGA の両方が結合に必要であるかを調べるため
に、H5 の K-turnAUGA 部分のみから成る最小の結合配列（H23）を作製した（図 9A）。
EMSA と SPR 法によって H23 は L7KK に対して H5 と同程度の結合力を示すことが確
認できた（図 9B、C、表 3）。次に、AUGA 配列が L7KK の結合に必須であるかどうか
を調べるために、H23 変異体 RNA を作製した（図 10A の左）。L2 部位の A を G に置換
した H23-L2-G、L3 部位の U を C に置換した H23-L3-C、1b 部位の G を C に置換した
H23-1b-C の 3 種類の H23 変異体 RNA について L7KK と EMSA を行ったところ、3 種
類とも L7KK との結合を示すシフトバンドは確認できなかった（図 10B）。H23-L2-G と
H23-L3-C では RNA のバンドは L7KK との相互作用によって薄く広がったが、H23-1b-C
では RNA のバンドに変化は見られなかった。これらの結果から AUGA 配列が L7KK と
の結合に重要であることが確認でき、その中でも 1b-G は結合に特に重要であることが
確認できた。1b-1n/2n-2b 部位の GA/GA 塩基は K-turn の形成に重要な塩基であることが
報告されており 39、そのうちの 1b 部位の G を C に置換することで結合が見られなくな
ったことから、H23 では K-turn が形成されていると考えられる。 
 さらに AUGA と L7KK との結合について調べるために、天然の K-turn に変異を入れ
た RNA を作製した（図 10A の中央と右）。一つは SAM K-turn の L3 部位の C を U に置
換した変異体（SAM Kt-L3-U）、もう一つは Kt-15 の 2b 部位の U を A に置換した変異
体（Kt-15-2b-A）であり、塩基置換によって AUGA 配列を形成した。EMSA によって結
合を測定したところ、これらの変異配列 RNA ではよりはっきりとしたシフトバンドが
確認できた（図 10C、D）。これらの結果からも AUGA 配列が L7KK との結合に重要で
あることが示された。最後に H23 と L7Ae との結合を EMSA と SPR 法で測定したとこ
ろ結合が確認され、その結合力は H23 と L7KK の結合力と同程度であった（図 11）。こ
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の結果からH23は L7KKと L7Aeの両方に結合できるアプタマーであることが示された。 
 
2-4 H23 を利用した翻訳制御スイッチの作製 
 
 L7KK-H23 RNP モジュールを使用して HeLa 細胞内で機能する翻訳制御スイッチを作
製できるかどうかを調べるために、H23 を挿入した EGFP mRNA 発現プラスミドを作製
した（図 12A）。H23 は EGFP をコードする mRNA の開始コドン直後に挿入したが、フ
レームシフトを起こさないために H23 の 3’末端に U を 1 塩基加え、合計 24 塩基を挿入
した。L7KK をコードする mRNA には IRES（internal ribosome entry sites）と DsRed Express
（DsRed Ex）コード配列が含まれており、DsRed Ex をレポーターとして L7KK 発現細
胞を識別した。L7KK 発現プラスミドと H23-EGFP 発現プラスミドの両方を HeLa 細胞
にトランスフェクションし、24 時間後に蛍光顕微鏡で細胞の蛍光を観察し（図 12B）、
FACS で蛍光を測定した（図 12C-E）。H23-EGFP の蛍光はネガティブコントロール（NC）
と比較して、L7KK では低下することが確認できた（図 12B、C、E）。この結果から L7KK
と H23 の結合によって翻訳が抑制されることが示された。C/D box-EGFP では L7KK に
応答して比較的弱く翻訳が抑制される結果が得られたが（図 12B、D、E）、これは in vitro
で確認された L7KK と C/D box との弱い結合によるものであると考えられる。 
 L7Ae でも H23-EGFP mRNA の翻訳が抑制できるかどうかを同様に調べたところ、
L7Ae の発現によって H23-EGFP の蛍光が低下することが確認できた（図 12B、C、E）。
このように H23-EGFP mRNA は L7Kk と L7Ae の両方によって翻訳が抑制されることか
ら、NOR ゲート（2 種類の入力因子のどちらも存在しない場合のみで機能が発現）とし
て機能することが確認できた（図 12F）。 
 次に 2 種類の mRNA の翻訳を同時に L7KK または L7Ae で制御できるかどうかを調
べるために、H23-BFP mRNA 発現プラスミドを作製した（図 13A、B）。L7KK を発現し
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た場合は H23-BFP mRNA の翻訳が強く抑制され、C/D box-EGFP mRNA の翻訳は弱く抑
制される（図 13A）。L7Ae を発現した場合は H23-BFP mRNA と C/D box-EGFP mRNA
の両方の翻訳が強く抑制されるという設計である（図 13B）。H23-BFP mRNA 発現プラ
スミド、C/D box-EGFP mRNA 発現プラスミド、L7KK または L7Ae 発現プラスミドの 3
種類を HeLa 細胞にトランスフェクションし、24 時間後に蛍光顕微鏡で細胞の蛍光を観
察し（図 13C）、FACS で蛍光を測定した（図 13D-F）。L7KK を発現した場合では H23-BFP 
mRNA の翻訳は抑制され、C/D box-EGFP の翻訳は比較的弱く抑制されることが確認で
きた。また、L7A を発現した場合ではどちらの mRNA の翻訳も抑制されることが確認
できた。これらの結果から、翻訳抑制の程度はタンパク質と RNA の結合の強さに依存





















図 1 人工 RNP モジュールの構築方法とそれを利用した翻訳制御スイッチの構築 
L7Ae-C/D box RNP モジュールを改変することで人工 RNP モジュールを作製する。ま
ず、C/D box との結合力が弱い L7Ae 変異体 (L7KK) を作製する(左)。次にランダム配
列を含むRNAプールから、L7KKへの結合力が強いRNAアプタマーを取得する(中央)。




















図 2 L7Ae と C/D box の相互作用 
(A) L7Ae と C/D box の X 線結晶構造 (PDB ID 1RLG) における K37 と K79 の位置。 











図 3 L7Ae または L7KK と C/D box との結合測定 
(A) 40nM の C/D box-shRNA と各濃度 (0、80、160、320、640、1280 nM) の L7Ae
または L7KK との EMSA。RNA は SYBR Green で染色。 
(B) 表面プラズモン共鳴 (SPR) 法による相互作用測定。CM5 センサーチップに L7Ae
または L7KK を固定化し、各濃度の C/D box-shRNA (L7Ae では 0、1、2、4、6、8、
10 nM、L7KK では 0、10、20、40、80、160 nM)を流路に流した。0 nM の測定曲線
をベースラインとしている。黒色の曲線は BIAevaluation ソフトによって計算された













図 4 天然に存在する K-turn または K-loop と、L7Ae または L7KK との EMSA 
(A-F) Kt-15、Kt-7、lysC lysine riboswitch、SAM Kt (B.subtilis) は kink-turn (K-turn)
構造をとるRNA、archaeal H/ACAと sR8 C’/D’ boxはK-loop構造をとるRNAである。
RNA 濃度は 40 nM、タンパク質濃度は 0、80、160、320、640、1280 nM である。





図 5 SPR 法による L7KK と 9 種類の RNA アプタマー (D12、G2、G6、G10、H1、
H2、H5、H8、H10) の結合曲線 
(A-I) L7KK を CM5 センサーチップに固定化し、図に示した各濃度の RNA を流路に流
した。0 nM の測定曲線をベースラインとしている。黒色の曲線は BIAevaluation ソフ




図 6 RMDetect によるアプタマー (D12、G2、G6、G10、H1、H2、H5、H8、H10) 
の二次構造予測 
推定される K-turn 構造は赤色で表示。D12、G2、H2、H5、H8、H10 は K-turn を含







図 7 D12、G2、H5 の一部分から成る RNA の二次構造 
D12、G2、H5 の推定される K-turn 構造を赤色、ループ配列を青色で示す。D12-2、








図 8 SPR 法による L7KK と分割した RNA アプタマー の結合曲線 
(A) D12の末端配列を削除したRNAであるD12-1の結合曲線。(B) D12の末端とK-turn
配列を削除した RNA である D12-2 の結合曲線。(C) D12 の末端とループ配列を削除し
た RNA である D12-3 の結合曲線。(D) G2 の末端配列を削除した RNA である G2-1 の
結合曲線。(E) G2 の末端と K-turn 配列を削除した RNA である G2-2 の結合曲線。(F) 
G2 の末端とループ配列を削除した RNA である G2-3 の結合曲線。(G) H5 の末端配列
を削除したRNAであるH5-1の結合曲線。(H) H5の末端とK-turn配列を削除したRNA
である H5-2 の結合曲線。(I) H5 の末端とループ配列を削除した RNA である H5-3 の
結合曲線。L7KK を CM5 センサーチップに固定化し、図に示した各濃度の RNA を流
路に流した。0 nM の測定曲線をベースラインとしている。黒色の曲線は BIAevaluation












図 9 取得した RNA アプタマーの配列と L7KK への結合力 
(A) セレクションで取得した H5 アプタマーの二次構造と、その K-turn 配列のみから
成る H23 の配列。黒枠で囲った部分が K-turn 構造をとり、両者の共通の配列となって
いる。H23 の各塩基の番号は K-turn 構造の定義に基づいている。(B) H23-shRNA と
L7KK との EMSA。RNA は 40 nM、タンパク質は 0、80、160、320、640、1280 nM
である。RNA は SYBR Green で染色。(C) SPR 法による H23 と L7KK の結合測定。
L7KKをCM5センサーチップに固定化し、図に示した各濃度のRNAを流路に流した。
0 nM の測定曲線をベースラインとしている。黒色の曲線は BIAevaluation ソフトによ




図 10 L7KK と H23 変異体または K-turn 変異体との EMSA 
(A) H23 変異体は 3 種類 (H23-L2-G、H23-L3-C、H23-1b-C)、K-turn 変異体は 2 種
類 (SAM Kt-L3-U、Kt-15-2b-A) 作製した。H23 変異体ではアプタマーの共通配列を
変化させ、K-turn 変異体では変異によってアプタマーの共通配列を導入した。(B) 40 
nM の H23-shRNA 変異体と、図に示す濃度の L7KK との EMSA。(C) 40 nM の SAM 
Kt (-L3-U)-shRNA と、図に示す濃度の L7KK との EMSA。(D) 40 nM の Kt-15 





図 11 L7Ae と H23 アプタマーとの結合測定 
(A) 40 nM の H23-shRNA と L7Ae との EMSA。L7Ae 濃度は図に示す通り。RNA は
SYBR Green で染色。(B) SPR 法による H23 と L7Ae との結合測定。L7Ae を CM5 セ
ンサーチップに固定化し、図に示した各濃度の RNA を流路に流した。0 nM の測定曲
線をベースラインとしている。黒色の曲線は BIAevaluation ソフトによって計算され





















図 12 HeLa 細胞内での翻訳抑制 
(A) 翻訳抑制の原理を示した図。H23 または C/D box が挿入された EGFP mRNA は、
それぞれ L7KK または L7Ae による結合によって翻訳が抑制される。IRES によって発
現する DsRed Ex はトランスフェクションされた細胞のマーカーとした。ネガティブコ
ントロール (NC) 用のタンパク質発現プラスミドはORF部分を含まず、L7AeもL7KK
も発現しない。(B) 蛍光顕微鏡写真。全量 0.6 µg のプラスミド (pH23 (C/D box)-EGFP  
mRNA 0.1µg と、pNC (0.5 µg)または pL7KK (0.2µg)と pNC (0.3 µg)または pL7Ae 
(0.2µg)と pNC (0.3 µg))をトランスフェクションし、24h 後に撮影した。(C、D) DsRed
ポジティブ細胞における EGFP 蛍光強度を横軸とするヒストグラム。トランスフェク
ションしてから 24 時間後に FACS で測定。(E) DsRed ポジティブ細胞の EGFP 蛍光強
度の平均値の相対値。(F) L7KK と L7Ae によって制御される NOR ゲートの概念図。 
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図 13 2 種類の mRNA の翻訳を同時に制御 
(A、B) C/D box 挿入 EGFP mRNA と H23 挿入 BFP mRNA の翻訳を L7KK のみ、ま
たは L7Ae のみで制御する。L7KK と C/D box-EGFP mRNA の組み合わせのみ翻訳の
抑制効果は小さい。(C) 蛍光顕微鏡写真。全量 1.0µg で 3 種類のプラスミド (pL7KK
または pL7Ae (0.6µg)、pH23-BFP (0.2µg)、pC/D box-EGFP (0.2µg)) をトランスフェ
クションし、24時間後に撮影。(D、E) DsRedポジティブ細胞におけるBFPまたはEGFP
蛍光強度を横軸とするヒストグラム。トランスフェクションしてから24時間後にFACS
で測定。(F) DsRed ポジティブ細胞の BFP または EGFP 蛍光強度の平均値の相対値。 
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1 ラウンドから 9 ラウンドでは 32P ラベルした RNA プールを使用し、RI カウントを測
定することで回収率を計算。10 ラウンドから 14 ラウンドまでは非 RI ラベルの RNA
プールを使用し回収率は確認していない。7 ラウンドの前にネガティブセレクションを





















9 種類の RNA アプタマー (D12、G2、G6、G10、H1、H2、H5、H8、H10) の結合





















D12、G2、H5 の一部分からなる RNA アプタマー (D12-1、D12-3、G2-1、G2-3、H5-1、
H5-3) の結合速度定数 (kon)、解離速度定数 (koff)、解離定数 (Kd) は、図 8 の測定曲線





















































3-1 人工 RNP モジュールの取得について 
 
 本研究は L7Ae-C/D box RNP モジュールを改変、即ち L7Ae に変異を導入することで
元の RNA 配列には弱く結合する L7Ae 変異体を作製し、次にこれに強く結合する新た
な RNA 配列を選択することで、改変タンパク質と改変 RNA からなる新しい翻訳制御
スイッチの作製を目的とした。まず L7Ae の 37 番目と 79 番目のリシンを両方アラニン
に置換した L7A 変異体（L7KK）を作製し、C/D box に対して弱い結合力を示すことを
確かめた。次に L7KK に対して強く結合する RNA 配列のセレクションを行い、L7KK
に強く結合する H23 アプタマーを取得した。しかしこのアプタマーは目的の一つとし
た強い特異性は示さず、L7KK だけでなく L7Ae にも強く結合することを確認した。最
後に L7KK-H23 RNP モジュールで翻訳制御スイッチを作製し、HeLa 細胞内で設計通り
に機能することを確認できた。 
 天然の RNP モジュールを改変して人工の RNP モジュールを作製する利点は、その X
線結晶構造から結合部位のアミノ酸と塩基が特定でき、それらを他のアミノ酸や塩基に
置換することで結合力を変化できる点にある。今回取得した H23 アプタマーは L7KK
と L7Ae の両方に結合することが確認できたが、この結合特性は L7KK が L7Ae の 2 つ
のアミノ酸のみをアラニンに置換した変異体であることに起因していると考えられる。
つまり、置換したアミノ酸以外の共通アミノ酸部分で L7KK と L7Ae は H23 アプタマー
に結合していると考えられる。この特徴を利用することで、L7KK または L7Ae のどち
らか一方の存在で翻訳が抑制される翻訳制御スイッチである NOR ゲートを構築できた
ことから、本研究の手法を他の RNP モジュールに応用した場合でも、NOR ゲートを作
製することが可能であると考えられる。 
セレクションに用いたRNAのランダム配列は30塩基という比較的短い塩基数とした




スイッチを作製しようと考えた。今回は K-turnAUGAが存在すれば L7KK は結合すること
が確認できたので挿入配列を 24 塩基まで減らしたが、セレクションで得られた 30 塩基
をそのまま挿入配列とすることでも翻訳制御スイッチは作製できたと考えられる。 
30 塩基のランダム配列の取り得る配列数は 1.15×1018（430 通り）である。本研究の
セレクションの 1 ラウンドでは 500pmol（3.01×1014個の分子）の RNA を使用している
ので、30 塩基のランダム配列の総数に対して最大で約 0.026%の RNA を使用したこと
になる。したがって今回のセレクションでは H23 アプタマーが取得されたが、このア
プタマーが最も強く L7KK に結合するアプタマーであるとは限らない。しかしセレクシ
ョンで取得した H23 アプタマーを利用した翻訳制御スイッチが、HeLa 細胞内で設計通
りに機能したことから、翻訳制御スイッチの種類を増やすという本研究の目的は H23
アプタマーの取得によって果たされたと言える。また、9 塩基から成る K-turn に限った
場合、その取り得る配列数は 2.62×105（49 通り）となるので、今回のセレクションに
使用した RNA プールには、全ての K-turn 配列が含まれていた可能性は高いと考えられ
る。したがって今回のセレクションではランダム配列の数は 30 塩基以下でも十分であ
ったと言える。 
 過去の研究で、RNA モチーフどうしの弱い相互作用を土台とすることで、標的 RNA
に強く結合する RNA アプタマーが取得できることが報告されている 61。したがって、
今回のセレクションでは、L7KK がその K-turn 結合部位で RNA と相互作用することに
よって、L7KK の K-turn 非結合領域と RNA が近づき、その部分に結合する RNA が取
得されることも考えられた。図 7 の D12-2、G2-2、H5-2 は、セレクションで得られた
配列から K-turn を除いた配列であるので、これらはそのようなアプタマーである可能
性があるが、図 8 の SPR 法により、L7KK には結合しないことが確認できた。今回は
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 本手法は既存の RNP モジュールであれば原理的にはその全てに適用できると考えら




取得されていたので 50、今後は翻訳制御スイッチに利用できる RNP モジュールを増や
すために、細胞内タンパク質に対する RNA アプタマーの取得も必要であると考えられ







 L7KK-H23 RNP モジュールを利用した翻訳制御スイッチは、L7KK に応答して 80%以
上翻訳を抑制することが確認できた（図 12E）。L7KK と C/D box の場合ではその抑制効
果は約 40%であったことから（図 12E）、セレクションによってより強く L7KK に結合
するアプタマーを取得することで、抑制効果の高い翻訳制御スイッチを構築できること
が示された。また、その抑制効果は L7Ae-C/D box RNP モジュールを使用した場合と同
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程度であったことから（図 12E）、L7KK と L7Ae のどちらかの存在で遺伝子発現が抑制
される NOR ゲートを構築できた。なお、L7KK または L7Ae を発現させていない細胞
の蛍光は、C/D box-EGFP よりも H23-EGFP の方が低い結果となったが（図 12B-D）、こ
れは開始コドン直後に挿入されたモチーフの配列の違いによって異なるアミノ酸が
EGFP に付加されたことや、挿入配列の違いによる mRNA 構造の変化によって翻訳量に
差が表れたことなどが原因であると考えられる。 
過去の研究では転写因子または低分子応答リボスイッチを用いて NOR ゲートが構築
されている 54, 57, 58。ジンクフィンガー人工転写因子による NOR ゲートはその一つであ
るが、この人工タンパク質は DNA 結合ドメインであるジンクフィンガードメインと転
写抑制ドメインである KRAB（Kruppel associated box）ドメインの融合タンパク質であ
り、DNA 結合配列が異なる 2 種類のジンクフィンガードメインを使用することで NOR
ゲートが作製され、ヒト細胞内での遺伝子発現抑制効率は約 80%であることが示された
52。また、別の研究ではテオフィリンとテトラサイクリンに応答する人工リボスイッチ
によって NOR ゲートが作製されたが、出芽酵母内での遺伝子発現抑制効率は約 80%で
あった 59。したがって本研究で作製した L7KK と L7Ae に応答する NOR ゲートの遺伝
子発現抑制効率は、過去に作製された NOR ゲートと同程度であると言える。 
 複雑な遺伝子回路の構築という合成生物学の目的の一つを達成するために、より多く
の入力因子に応答する論理ゲートの作製も行われている 53, 62。転写因子による AND ゲ
ートを 3 つ使用することで、4 つの入力因子が存在する場合にのみ一つの出力因子を発
現する論理ゲートはその例である 53。L7Ae-C/D box RNP モジュールによる翻訳制御ス
イッチは転写制御と組み合わせることで、論理ゲートを作製できることが過去の研究で












ぐためである。L7Ae は C/D box が組み込まれた mRNA の翻訳を効果的に抑制する。し
かし L7Ae はリボソーム RNA、核小体低分子 RNA やスプライソソーム RNA などの
K-turn や K-loop に結合することが知られている 36-38。したがって、L7Ae-C/D box RNP
モジュールによる翻訳制御スイッチのオルソゴナル性は低いと言える。また本研究で得
られた L7KK-H23 RNP モジュールは、H23 アプタマーが L7Kk だけでなく L7Ae にも結
合することから、完全にオルソゴナルな RNP モジュールではないことを確認した。し
かし、L7KK は K-turnAUGAには結合するが、その他の L7Ae 結合配列には結合しないこ













L7Ae 発現プラスミド（pL7Ae）は、Alexander Hüttenhofer 博士から譲り受けたプラスミ
ドから L7Ae のコード配列をクローニングし、pET-28b+ベクター（Novagen）の制限酵
素サイト Nde I と Xho I の間に挿入することで作製した。pL7Ae-K37K79A（L7KK）は、
pL7Ae をテンプレートとして QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE)
を使用することで作製した。タンパク質発現精製法は以下に示す。 
まず、大腸菌 BL21（DE3）pLysS に形質転換した。得られたコロニーを 25 μg/ml カナ
マイシンを含む LB 培地 5 ml に植菌し、37℃で一晩振盪培養した。続いて培養液全量
を 25 μg/ml カナマイシンを含む LB 培地 500 ml に植え継いだ。O.D.600が 0.4~0.6 になる
まで 37℃で振盪培養し、1 M IPTG を 500 μl 加え（終濃度 1 mM）、30℃で一晩振盪培養
した。遠心分離（4 ℃、6000 rpm 、20 分）で菌体を回収し、ソニケーションバッファ
ー（50 mM Na phosphate、0.3 M NaCl、pH 8.0）5 ml を加え、超音波処理により、菌体
を破砕した。なお、超音波処理は、氷上で冷却後、15 秒間超音波を当てる、という操
作を 6 回繰り返した。その後、80℃ 15 分で、不純タンパク質を変性させた（L7Ae は超
好熱菌由来のタンパク質）。遠心分離（4 ℃、6000 rpm 、20 分）により、上清を回収し、
ヒスチジンタグが付いたタンパク質を Ni-NTA カラム（Qiagen）を用いて精製した。具
体的には、まず上清と Ni-NTA 1 ml を混合し、4 ℃、1 時間撹拌を行った。その後、カ
ラムに充填し、wash バッファー（50 mM Na phosphate、0.3 M NaCl、20 mM imidazole、
pH 8.0）4 ml で 2 回洗浄した。50 mM、100 mM、200 mM、300 mM imidazole 溶出バッ
ファー（50 mM Na phosphate、0.3 M NaCl pH 8.0 に imidazole を加えて作製）を各 1 ml、
2 回で段階的に溶出させた。確認は 15％ SDS-PAGE により行った。続いて、マイクロ
コン YM-3（Millipore）を用いて、タンパク質の濃縮を行い、透析バッファー（20 mM 
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Hepes-KOH （pH 7.5）、1.5 mM MgCl2、150 mM KCl、5% グリセロール）に置換した。
また、タンパク質の濃度はプロテインアッセイ （BIO-RAD） を用い、Bradford 法で決
定した。精製したタンパク質は 20 mM Hepes-KOH（pH7.4）、1.5 mM MgCl2、150 mM KCl、
40% グリセロールで保存した。 
 
EMSA と SPR 法で使用した RNA の作製 
RNAを作製するために使用したDNAテンプレートは北海道システムサイエンスまたは
ジーンデザインから購入した。DNA テンプレートに T7 オリゴヌクレオチド（5’- 
GCTAATACGACTCACTATA-3’）をアニーリングさせることで T7 ポリメラーゼによる転
写を行った。37℃で 4 時間インキュベートした後、TURBO DNase（MEGAshortscriptTM、


































































































セレクション用 RNA プールの作製 
以下の DNA テンプレートを使い（下線は T7 プロモータ配列）、KOD-PLUS-DNA ポリ











DNA を精製後、1-9 ラウンドの間は、セレクションによって回収される RNA の比率を
計算するために、[α-32P] GTP (PerkinElmer)存在下で転写し、RNA を RI ラベルした。10-14
ラウンドの間は [α-32P] GTP 非存在下で転写し、RNA は RI ラベルしなかった。RNA は
前述と同じように精製した。 
 
in vitro selection 
セレクションで使用した buffer の組成は以下の通りである。 
1×buffer：20 mM Hepes-KOH（pH7.5）、150 mM KCl、1.5 mM MgCl2、2 mM DTT、3% glycerol 
elution buffer ：1×buffer の組成＋100mM EDTA、1M imidazole 
セレクションの手順を以下に示す。 
RNA 溶液+タンパク質溶液 r.t. 30 min 
1×buffer 100 µl で wash 5 回  
Elution buffer 200 µl r.t. 5 min 上清除去  
上清＋1% SDS 溶液 22 µl 37°C 10min 
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フェノール 200µ、4°C 14,000rpm、5min 
ジエチルエーテル 300 µl、4°C 14,000rpm、5 min 
25µl 3M NaOAc+625µl エタノール、-20°C、20 min 
4°C 14,000rpm、20 min 上清除去  
100ul MQ+10µl 3M NaOAc+300µl エタノール、-20°C、20 min 
4°C 14,000rpm、20 min 
風乾 10 min 
MQ 11µl に溶解  
 
なお、セレクションには Ni-NTA magnetic agarose beads（QIAGEN）10µl(上清は除去)を
使用。1×buffer 100µl で 2 回洗浄した後、MQ、5×buffer、L7KK 溶液と混ぜて氷上 30 分
をタンパク質溶液とした。RNA pool 溶液、tRNA（Roche） 100µg、5×バッファーを混
ぜ 80°C 5 分→25°C 処理したものを RNA 溶液とした。各セレクションに用いた RNA と
タンパク質の量は表 1 の通りである。なおネガティブセレクションでは tRNA は加えて
いない。L7KK はヒスチジンタグ付き。magnetic tube stand を使って、溶液と beads を分
離した。逆転写は以下の手順で行った。RNA 溶液 11µl、10µM N30-c 2µl、2mM dNTPs 25µl、
5×TRT buffer、RNase inhibitor 1µl、Rever Tra Ace (TOYOBO) 1µl を混合し、30°C10 分
→42°C1 時間→99°C5 分→4°C 
 
Electrophoretic mobility shift assay（EMSA） 
EMSA の反応溶液の容積は 20µl で、その溶液 buffer 組成は 20 mM HEPES-KOH （pH 7.5）、 
150 mM KCl、 1.5 mM MgCl2、 2 mM DTT、3% グリセロールである。RNA は buffer に
溶かし、80°C 3 分→4°C（徐冷）でフォールディングした後、タンパク質と混合し、氷
上で 30 分、結合反応を行った。反応液中の RNA を 12%ネイティブ PAGE（ポリアクリ
ルアミド電気泳動）で分離し、SYBR Green II で RNA を標識し、FLA-3000 または




BIAcore 3000（GE Healthcare）を使用して測定した。溶液buffer組成は20 mM HEPES-KOH 
（pH 7.4)、 150 mM KCl、 1.5 mM MgCl2、 2 mM DTT、 5% glycerol、 0.01% Tween-20、 
125 µg/ml tRNA、62.5 µg/ml BSA である。センサーチップ CM5 に L7KK または L7Ae
を固定化した。その手順は、NHS/EDC 5µ/min 7min→0.13µM L7KK in AcONa（pH 4.6） 
10µl/min 7min→Ethanolamine 5µl/min 7min である（固定化量約 1000RU（1RU は
1pg/mm2））。測定条件は Flow 20µl/min→Wait 60s→Kinject RNA 40ul 120s(解離時
間)→Flow 60µl/min→Quickinject 0.1N NaOH 5µl→Extraclean→Wait 120s で行った。RNA





の HindIII と NotI の間に挿入することで作製した。pC/D box-EGFP と pH23-EGFP
は、pEGFP-N1（Clontech）をテンプレートとして whole-plasmid PCR を行うことで作製
した。使用したプライマーは以下のとおりである。 
pC/D box-EGFP 用 Fw プライマー 
5'-GGGCGTGATGCGAAAGCTGACCCTGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3' 
pH23-EGFP 用 Fw プライマー 
5'-GGGGATGACGCGAAAGCTGACCCTGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3' 
Rev プライマー（共通）5'-CATGGTGGCGACCGGTGGATC-3' 
pH23-BFP は、pTagBFP-C（Evrogen）をテンプレートとして PCR し、pEGFP-N1（Clontech）










1×105 cells / ml の HeLa 細胞溶液（DMEM/F12（10%FBS）（Invitrogen））を 500 µl




Lipofectamine2000 と Opti-MEM を 1:50 の比で混合 r.t. 5 min 
Lipofectamin2000 溶液 60µl+DNA 溶液（Opti-MEM）60 µl 混合し、r.t. 20 min 
培地交換（DMEM/F12（10%FBS）500 µl） 





PBS 500 µl で洗浄  
Trypsine-EDTA 100 µl 37℃、3 min 
DMEM/F12（10%FBS））100µl 加え混合  
FACS 測定（FACSAria（BD Bioscience））1 サンプルあたり 10000 個の細胞を解析 
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